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Abstract (Basic) : *DE 19815864* Al 

NOVELTY - Nucleotide analogs (I) having oxygen in the 5' position 
replaced by Y, where Y is sulfur or an imino group optionally 
substituted by an organic group, are new. 

DETAILED DESCRIPTION - Nucleotide analogs of formula (I) having 
oxygen in the 5 r position replaced by Y, where Y is sulfur or an imino 
group optionally substituted by an organic group, are new. 

B=a nucleobase; 

W, Z=0R1, SRI, N(R1)2 or Rl; 

R1=H or an organic group; 

X=OR2, SR2 or B(R2)3; 

R2— H, a cation or an organic group; 

Y=NR3 or S; 

R3=H or an organic group; 

R=H, a cation or an optionally modified phosphate or diphosphate 
group. 

ACTIVITY - Antiviral. 

MECHANISM OF ACTION - None given. 

USE - (I) can be used in a process (claimed) for preparing nucleic 
acid fragments by preparing a nucleic acid containing at least one 
monomer unit comprising (I) and site-specifically cleaving the nucleic 
acid, especially to obtain a nucleic acid fragment (claimed) having a 
5' -terminal CH2YH group, preferably where (a) (I) is incorporated 
enzymatically, especially using a DNA- or RNA-dependent DNA or RNA 
polymerase .or a terminal transferase, (b) site-specific cleavage is 
effected by heating, acidification, microwave or laser treatment or 
enzymatic digestion, (c) incorporation of (I) is effected in 
combination with an amplification reaction, preferably a polymerase 
chain reaction (PCR) , (d) (I) is incorporated into an immobilized 
nucleic acid, (e) one or more labels are incorporated into the nucleic 
acid fragments, preferably at the 5 1 and/or 3' end, (f) the nucleic 
acid fragments are immobilized on a support, preferably a metal, glass 
ceramic or plastic surface, microparticles or a biochip, (g) the 
cleavage generates a nucleic acid library, (h) the nucleic acid 
fragments are detected, preferably by mass spectrometry, 
electrophoresis or sequencing, especially cyclic sequencing in 
combination with nucleic acid amplification or bidirectional sequencin 
along one strand, and/or (i) the nucleic acid fragments are used to 



detect mutations. (I) and ( I ) -containing nucleic acids can also be used 
in pharmaceutical compositions (claimed) , especially for preparing gene 
therapy agents or antiviral agents. (I) can also be used in a reagent 
kit (claimed) for detecting nucleic acids, 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anrnelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@) 5'-modifizierte Nukleotide und ihre Anwendung in der Molekularbiologie und Medizin 

(57) Die Erfindung betrifft 5'modifizierte Nukleotide und 
diese Nukleotide enthaltende Nukleinsauren. Weiterhin 
werden Verfahren zum Einbau der S'-modifizierten Nu- 
kleotide in Nukleinsauren und die anschlieftende ortspe- 
zifische Spaltung der Nukleinsauren an den 5'-modifizier- 
ten Monomerbausteinen offenbart. Diese Verfahren kon- 
nen zur Nukleinsau resequenzierung, zur Erzeugung von 
Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachwets von Mutatio- 
nen, zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren 
und fur pharmazeutische Zwecke eingesetzt werden. 
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Fiesehreihung 

Die Hrlindung he i riff I 5-modili/.ierie Nukleotide und diese Nukleoiide enihaliende Nukleinsiiuren. Weiierhin werden 
Verfahren /urn liinhau der S'-modih/.ierien Nukleotide in Nukleinsiiuren and die ansehlietiendc ortsspe/.i lisehe Spaliunn 
^ dor Nukleinsuuren an den 5'- modi (i/ienen iVTonomerbausteinen olfenbari. Diese Verl'ahren konnen /ur Nukleinsaurese- 
quen/.ierung. /.ur Hr/eugung von Nukleinsaurebiblioiheken. /.inn Naehweis von Vluiaiionen. /.ur Fferslellung iriiizerge- 
bundener Nukleinsiiuren und fur pharma/eutisehe Zweeke eingesei/l werden. 

Die heme row inemaBig angewandien Verl'ahren /ur Sequen/terung von Nukleinsiiuren heinhalien im allgemeinen die 
Poly merisaiion eines /u einer VFairi/.e koniplenieniaren Nukleinsaurestrangs und die Hr/eugung eines (lemisehes an Nu- 

io kleinsaurefragmenten ruit alien mogliehen Liingen < 1 ). Dieses Nukleinsaurei ragmenigemiseh kann dureh Termination 
der Polymerisaiion oder Abhau dureh I:\onukleasen (2), iieraiive Sequen/iermelhoden {}). /ugabe ein/elner Basen uml 
Naehweis der I'reiset/ung von Pyrophosphat i4). ehemisehe VFethoden unter Veruendung von I-liminaiionsreaklionen 
CM, ehemiseh-en/y tuatisehe VTel hidden unier lunbau von nu ulili/ierien. Nukleosiden und Spaliung dureh Any rill aul 
Phosphorihioat- oder Bor-m. nli li/ierie Nukleoiide ImiKui von Rihonukleosiden in DNA und ansehiielSende Spai- 

IS H-iny unier basisehen Fiedingungen <7j oder den liinha'u von V-farhmarkierien Nukleoiiden mil ^icichxcii iger oder naeh- 
folgender Abspaliung des \ arbsiotls (S) erfolgen. Nehen diesen VIedioden slehen aueh Siraieuien /ur Verl'uiiunii, die 
eine Sequen/terung dureh FTy hridisierung < ( J ) und eine physikalKehe I ragmenter/eugung dureh YTassenspeklromeirie 
( 10) heinhalien. Aueh ein Naehweis dureh Alomkrali mikroskopic flit uurde diskwieri. 

Fn den lei/ien /uan/.ig Jahren isi die Y'Feihode der Wahl jedoeh die en/v nialisehe Kei lenabhruehmei hode gewesen. 

:d Diese VTeihode ermogliehi eine Auiomalisierung und eine Sequen/ierung mil hohem Durehsal/. /ur Anwendung bei der ■ 
Sequen/ierung gan/er ( ienome. Die Auiomalisierung wurde dureh Verwendung von 1 arbsiotVpriniern ( 12). interne tMar- 
kierung ( 1 .> ) oder 1 arbstoHterminaioren < 14) erreiehi. Die Sequen/ierung mil I ; arbsK>t"l"priruern und die interne Markie- 
rung haben jedoeh den Naehieil. daiS irregulitre Terniinaiionsvorgiinge in der Sequen/.leiler aulireten und /.ur I ehlinier- 
preialion der Sequen/daien llihren konnen. 1 arbsiollierminaioren haben den Naehieil. daf! sie /.urn Teil an lalsehen Slei- 

25 len eingebaui werden und nur eine begren/te Ableselange ermogliehen, da es sieh bei ihnen uiu modili/ierte Substrate 
handell. 

Dariiber hinaus bestefn ein Bedurlnis, die fur eine Sequen/besiimmung benotigie DNA-iMenge /u verringern. ITier/.u 
sleht der/eil nur eine ein/ige /y klussequen/.ierungsmethode /.ur Verfiigung ( 15'). die jedoeh it u Gegensal/ /u PVR. wo 
eine exponeniielle Amplihkalion siatllindel. nur /.u einer linearen Ampli likalion der IVodukie i'uhri. Die direkie Sequen- 

io /ierung von P( "R-Produkien vveisl wiederuni Naehteile aul'. da in den ReaktionsgefaTen grofiere Mengen an Triphospha-*" 
len und Primermolekulen vorliegen. die /.u einer Beeintraehligung der Sequen/ierungsreaklion oder der Sequen/bestim- 
mung fiihren konnen ( 16). Die Aufreinigung von PC'R-Produkien isi jedoeh /eilaufwendig und bedeutet einen /.usat/.li- 
ehen Verfahrenssehritt . /war konnen Triphosphate dureh en/.y nialisehe Methoden (17) gespalten werden. aber aueh dies 
isi /eilaufwendig und erhohi die Kosien t ur die Durehfiihrung tier Sequen/.ierungsrcaktion. Als Aliernative sleht ein di- 

vS rekies e \ pone n tie lies Ampli likal ions- und Sequen/ierverfahren ( DliXAS) /ur Sequen/ierung geringer Men gen an DNA- 
Malerial /ur Verfugung ( 18); dieses Verfahren konnle bisher jedoeh niehi fur eine Siandardsequen/ierung eingeset/t wer- 
den und isi im Clegensai/. /.u seineni Narnen niehi direkt exponent iell. 

(iemalS vorliegender Mrlinciung wirdein neues Nukleinsauresequenzierungsverfahren bereitgesiellt. bei dem die Naeh- 
leile des Siandes der Teehnik mindestens leilweise venuieden werden. Dureh dieses Verfahren wird insbesondere das 
40 l^roblem der Subsiraispe/.hiiai hinsiehilieh l : arbsiolVieniiinaioren venuieden und es erniogliehl eine sehnelle DNA-Se- 
quen/ierung unier Verwendung sehr geringer Mengen an DNA-Ausgangsuialerial in Kombinalion mil einer Nukleinsau- 
reamplifikaiionsreakiion v\ie eiwa IX'R. Aueh die lesbare F.ange der sequen/.ierbaren Mairi/en wird dureh das Verfahren 
verbessert. 

Das erlindungsgemal^e Verfahren beruht aul' der Verwenilung von Verbin<lungen der allgemeinen I'orniel (D: 

4S 

X 
I 

RO— P— Y 
II 



worin: 

B eine Nukleobase. d. h. eine natiirliehe oder niehinaturliehe /.ur FTy bridisierung mil komplementaren Nukleinsaure- 
sirangen geeignele Base wie eiwa A. ( (i, T. U. [. 7-Dea/a-Ci, 7-Dea/a-A. 5-Melhyl-C eie. bedeuiei. 
W und / jeweils OR 1 . SR 1 . N(R') : oder R 1 bedewen. wobei R : jeweils unabhangig bei jedem Vorkornmen Wassersioff 
'>o odereinen organisehen Resi. /. B. einen Alkyl-. Alkenyl-. F Fydrow alky 1-. Amin-. busier-. Aeetai- oder Thioesierresi. vor- 
/ugsweise mil bis /u 10 KohlensiolfaUMiien und besonders bevor/.ugt mil bis /.u 6 KohlenslolVaiomen darstellt, 
X OR". SR - oder I*(R-) ; bedeuiei. wobei R : jeweils unabhangig Wassersioff. ein Kaiion. /.. B. ein Afkalimelail- oder 
AmnioniLimion. odereinen tirganisehen Resi, /. B. einen l arbsiolf wie eiwa I luoreseeine. Rhodamine. Cvanine und de- 
re n Deri vale bedeuiei. 

*vs Y NR^ oder S, insbesondere NR' bedeuiei. wobei R 1 Wassersioff oder einen organisehen Resi. /. 1^. einen gesatiigien 
oder ungesiiiiigien Kohlen wasserstol frest. insbesondere einen ( -( V Resi odereinen l'arbstoffresi darstelli. wobei unier 
Wassersioll aueh die Fsoio[ten Deuienum untl Tritium /u versiehen sind. und 

R Wassersioff. ein Kaiion. einen organisehen Resi oder eine gegebenenfalls modili/ierte Phosphal- oiler Diphosphai- 
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gruppc. inshcsondcrc cine Diphosphaigruppc bedeutei. 

/.u in Finhau in Nuklcinsiiuren und /ur anschlielSenden on sspc/.i I isc hen Spaliung der Nukleinsauren. v» M/.ugsu else dureh 
r fydrolyse der Bindung P-Y wohci Nuklcinsiiuret'ragmenie mil cincm jS'-Fndc \ [Y-( *T F- cnisichen. 

Die Ciruppc R kann einen organischen Rcsl bedeuien. bespielsweise einen lipophilen Rcsl. der das Findringcn der Sub- 
sian/ in cine Zelle erleichicri. Vor/ugswcisc isi R cine Phosphaigruppe: 

o 

_ll_ 
I 

oiler cine Diphosphai gruppc: 

o o 

II II 

— p— o— P — 




Diese Phosphai- odcr Diphosphalgruppe kann modili/icri sein. So konnen ein oder ■mehrere cndsiaruiigc Sauerstoll'a- 
lome Subsiiiuenien iragen. /.. B. organischc Resie. Andererseils konnen ein oiler mchrcrc endsiundige Sauersiolfaionic :o 
und bei der Diphosphalgruppe auch das Briickensauersioll'aiom dureh Ciruppen wic S. NR 1 vxier ( '( R 1 ) : ausgeiatischl 
sein. wohci R ; vvio /.uvor deli nicri isi. Dariiber hinuus konnen aueh 2 Subsiiiuenien an endsiandigen Sauersiollaiomen 
miteinunder vcrbriicki sein. 

Wenn Subsiiiuenien vorhanden sind. befinden sic sieh vor/ugswcisc an SuuersiolVulonien des jeweils endstandigen 
Phosphorutoms, besonders bevor/ugi am y-Phosphoraiom. Beispiele fur gceigncic Subsiiiuenien sind organischc Resie 
wic eiwa Alkylresie, die selbsi subsiiiuien sein konnen. odor cine Salicy Igruppe, die mil 2 SauersiolVaiomen des endstan- 
digen Phosphors einen oglicdrigen cyclischen Diesier bilden kann. Der uronialische Kern der Salicy Igruppcn kann wie- 
deruni selbsi einen odcr ruehrere /.usai/liche Subsiiiuenien iragen. /.. B. solehe wic fur R ! delinieri oder Fluiogcnaiome. 
Weiierhin bevor/ugie Subsiiiuenien am Sauersiolfaiom sind Resie wic ( 'i -( \ tl - Alky I. -(CIMn-M;. (C'IF)„N< R') : otter 
(OF ^NTKX'OK'TFJ.n-Nt R ') : - wobei n und m gan/e /allien von 1 bis 8. vor/.ugsweise von 2 bis 5 sind und R- ; wic /.u- *o 
vor delinieri isi. abcr aufSerdem vor/ugswcisc einen aromatischen Rcsl wic ciwa Phenyl- oder Diniiropheny I bedeuicn 
kann. 

Der Finbuu von Vcrbindungcn der allgerueinen l : orniel il) in Nukleinsauren erfolgi vor/.ugsweise en/v muiisch. tVtog- 
lich isi jedoch auch cine chcmischc Synihcse. Fur einen cn/ymatischen Finbau werden vor/.ugsweise Fn/yme verwcndei 
ausgewiihli aus. der Gruppc bcsiehend aus DNA-abhiingigcn DNA-Polymcruscn, DNA-abhangigen RNA Polymerases *> 
RNA-ahhiingigen DNA Poly nierascn. RNA-abhangigen RNA Polymerasen und Tenninalen Transferases Besonders bc- 
vor/ugt isi die T7 DNA-Potymerase, verwandic Fn/yme wic eiwa die T.! oiler die SP6 DNA Polymerase oder Vfodili- 
kaiionen dicser Fn/yme. Dementsprechend kann cs sieh bci den Nukleinsauren. in die die Vcrbindungcn tier Formcl t 1) 
eingebau! werden. unt DNAs odcr/und RNAs handeln, die gegcbencnfalls ein oder mchrcrc wciicre modili/.icric Nukleo- 
i idbatisteine iragen konnen. 40 

Nukleinsauren. die als Monomcrbausicinc mindesicns cine Vcrbindung der allgemeinen F'orruel (F> enihalicn, konnen 
an dem die P-Y Bindung cnihalienden Nukleoiidbausiein orisspc/ilisch gespalicn werden. Oicse orisspe/ilisehe Spal- 
lung kann beispiclswcisc an tier P-Y-IJindung selbsi dureh Tcmpcralurcrhohuni!. B. auf mindesicns 37"C. l:instellung 
saurer Bedinguneen. /.. li. pi T < ."S. Mikrowellenbchundtung. Laserbehandlung. /.. B. mil cincm [nfraroi laser ode r/und .V- 
scitig des die P-Y-Bindung cnihalienden Nukleoiids tturch en/yniaiischcn Vcrdau. beispiclswcisc mil ][\o- odcr Hndonu- 4S 
klcasen odcr Phosphotlicsicrascn, /.. B. .V— -.V-Schlangengil't phosphodiesterase crfolgcn. 

Das crltndiingsgemaBe Verlahrcn kann auch in {Combination mil cincr Amplilikaiionsrcakiion. /.. B. einer IX 'R. durch- 
geiuhn wcrtlcn. Dies erlaubi die Vcrwcndung von cxirem geringen Mcngen an DNA-Ausgangsmaierial /.ur l*r/,cugung 
murkicrier komplcmcniarcr Nukleinsauresirange. Vor/ugswcisc wird die Nuklcinsaurcamplilikaiion mil iherniosiabilen 
1 in/.y men in me h re re n '/y k le n du re hge fii h ri . M ) 

lX*r l-inbau der Verbinttungcn gcmal.> ( f ) in die Nukleinsauren kann in Fosung erl'olgcn. Aliernati v kann der Finbau der 
Vcrbindungcn jedoch auch in iriigergcbundenc Nukleinsauren erl'olgcn. Nach der Synihcse kann tlann cine 1'rcisci/ung 
der Nuklcinsiiuren vom Tragcr. gcgcbcncnlalls tlurch die orisspe/.ilischc Spaltung der P- Y-Bimlunt! odcr dureh anderc 
Mcihotlcn crlblgcn. 

Nach der ortsspc/ilischcn Spaliung der Nuklcinsiiuren werden Nuklcinsaurcrragmenle er/eugl, die vor/ugswcisc an 5.s 
ihrem ."S'-lintle die Ciruppc Y-( IT;- odcr/und an ihrem .V- Finite cine Phosphalgruppc autweisen. liisher niuBicn derari nu>- 
dili/.ierte Nukleinsauren aul kompti/.ieric Art unit Weise dureh chcmischc Synihcse ( 19) oderdurch.cn/ymuiische Reuk- 
lioncn (20. 21 ) er/eugl werden. Das erlindungsgcmalSc Verlahrcn isi wcsenilich schncller. kosicngunsiiger undertaubt 
cine einfachere llandhabung der Vcrbindungcn. IDic aul'diesc Weise hcrgeslelllen modili/icrien Nuklcinsiiuren konnen 
fur iherapculisehe /.weckc odcr/und liir molckularbiologischc Uniersuchungcn, /. B. (inicrsuchungcn von tVTcchanismen M) 
der Aulhahnie und des Mclaholismus von Nukleinsauren in /cllen vcrwcndci werden. da an die .S'-Y-(iruppe aufeinla- 
chc Weise cine Markierungsgruppc gekoppeh werden kann. Die V-Phosphorgruppc wicderum siclll cine Schui/gruppe 
gegen einen .V— o'-F\onuklcuseubbau dar. Auch an das V-Fnde der Nukleinsiiurctragmcnte konnen sol'ern gewiinsehi 

iVTarkicrungsgruppen angclugi werden, /.. B. dureh cine cn/.y malischc Rcaktiiin beispiclswcisc unier Vcrwcndung Ter- 
minaler Translerasc unvl markienen Oligonuklci>iidcn oder cincr Polymerase und markiericn Dideow nuklcosidiriphos- r,^ 
phaien. 

Weiierhin konnen die crlindungsgemaBcn Nuklcinsaurcrragmenle aul'grund der dclinicrien Ciruppc an ihrem S'-Fndc 
aul einlache Weise aul* cincm Tragcr immobilisicri werden. der cine mil der Ciruppc Y reakiivc. I'Linkiionalisicne Ober- 
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llachc enihali. Andcrerseiis kann aueh cine adsorpme Bindung iihor < lie ( iruppe Y an cine Ohcrllache erl'oU-en < leei-- 
neie I ragcr s.rul seiche, .lie ( >herllachen beispielsweise aus Meiall. ( ilas. Kcramikcn odor/urn I KunsisiolT aul "weisen Bc- 
sonders bcvor/.ugi sind I ragcr mil (..Has oder/und Siliciumoberllachen. Die Tracer konnen weiierhin jede beliebiiie Porn, 
aulweisen. /.. B. Mikropariikel wic eiwa magnensche Mikropariikel odor r lalbleilermatenalien wie Biochips / B 
DNA- oder RNA-( hips, die gegehenenlalls mchrcre mil Nukleinsauren spe/ihsch bindelahiue deiimene Plachcn in 
Porm von Array- Anordnungen enihalten konnen. 

Wcnn hci dor Spalding der Nukleinsauren ein heteroses Nukleinsauregemisch enisiehu kann dieses /.ur Hersiellun" 
einer Nuklcmsaurebibliolhek. insbesondere einer statisiischen Bibtiolhek vcrwendet uerden. Solche Biblioiheken koiv 
nen aueh dureh muhipien sialisiisehen liinhau von Verbindungen der 1 ormel ( [) in einen Nuklcinsaurestran- aefnM vnn 
io einer onsspe /.ihschen Spaliung cr/.eugi werden. AulSerdem konnen /.ur Pr/cugung sialisiiseher Nukleinsaurebibhoihc- 
ken audi degenerierle und slalistiseh an Nukieinsauremai ri/cn bindende Primer eingesei /I werden. 

Die dureh das ciiindungsgcnialx: Vertahren er/eugien Nukleinsaurel ragmcnie konnen naeh der on* spe/ifiselien Spal- 
lung einer Nachu cisreaki ion unier/ogen uerden. Diese Nachu eisreaki ion kann mil beliebi-en. lur diesen /week he- 
kannien Meihodcn erlolgen. Vor/ugsueise v\ird eine niussenspeknvmelnsche ' Analvse odL-r/und eine Plckiroph, M vse. 
i> /. B. eine Polv acrv laniidgclelekl tvphorese. durchgel lihri . 

Die Nachucisreakiion kann beispiel svv eise /um Nachweis vnn Mm at ionen. /.. 15. x.m Punkl muiationen in Nukleins-m- 
ren cingescl/l uerden. /uei Pmmkollo /ur Anal^e von Punkl mul ai ionen uerden ini Mo cn den ausluhrlieh beschrieben 
P.ine ueiiere v\ ichiitic Anuendung des erlindungsgemaben Verlahrens isi die \\ikleinsauresequen/ierun- Solche Se- 
quen/ierverlahren konnen in unierschiedliehen Vananien durchgcluhri u erden. Beispielsweise isi das erlinduniisiieniarte 
:o Vertahren aueh lur cine "( \ cle"-Scquen/.ierung in Kombinaiion mil einer Nukleinsaureamplifikaiion oder/und fur Jine 
bidireklionale Sequen/analvse aul einem Nuklcinsaurcsirang gecignei. Bevor/ugte Bcispicle von Sequen/.iervert ahren 
uerden im lolgendcn ausluhrlieh beschrieben. 

N'oeh ein weiierer Ciegenstand der vorliegenden Prlindung isi eine pharnia/eutische /usainniensei/.uni!. die als vvirk- 
sarue Komponenie eine Verbindung der allgemeinen I -'ormel ( f ) gegebenentalls in Kombinaiion mit phaniia/euiiseh ver- 
2S Iraglichcn frager-. [Tills- oder/und I iillslotlen enihali. Daniber hinaus belrUVt die l-riindunu aueh pharma/euiisehe /u- 
sammensel/.ungcn. die als wirksame Komponenie eine Nukleinsaure. in die mindesiens eine Vcrbindunn der al liremeinen 
l ormei f h cingebaul isi. sovvie gegebenentalls phanna/eul iseh vcriragliche Trager-. Hills- oder/und I-ullslolTe enihalten. 
Die pharma/.euiisehen /usammensci/ungen sind als Miiiel Kir die (ieniherapie^ als aniivirale Miiiel oder fur Aniisense- 
Anwendungen geeignet. So konnen Nuklease-resistenle 5'-Aminoverbinduni:cn oder diese Verbinduniien enihaliende 
;o Nukleinsauren in lebendc /elien eingebraehi und dori von /.ellularen oder/umfviralen lin/.vmen. /.. H. Polvmerasen oder " 
Reverse IVanskriptasen. in Nukleinsauren eingebaui werden. Wenn die /.eilulare Polvmerase beispielsweise niehl in der 
I -age ist. die niodili/ierten (Jene ab/ulesen und selbsi die nuviih/ierten '1 nphosphate'als Subsiraie niehl ak/.epiiert. kann 
die virale genefisehe rnlorniaiion niehl amplifi/.ieri werden. Weiierhin fuhri der Hinsaiz der 5'-modifi/ierten >'-Nukleo- 
sidinphosphale /u einer /ersei/.ung der viralen Clene. da die eingeluhrte P-Y-Bindung, insbesondere die P-N-liindun- 
.vs unter phvsiologiselien lietlingungen labiiisL " " " 

AuBerdem betnlVi die Iirlindung ein Verlahren /.ur Hersiellung von Nukleinsaurelragmenlen umiassend die Sehntie: 

(a) Fiereiisiellen einer Nukleinsaure. die mindesiens eine Verbindung der allgemeinen Pormel (I) als monomeren 
Bausiein enihali und 
4,) (b) orisspe/ilisches Spalten der Nukleinsaure. 

HrfindungsgemaBe Verbimtungen der I'orniel (I) konnen als Besiandieile von Reagen/.ienkits /um Naehweis von Nu- 
kleinsauren. /.. B. als Sequen/.ierungskilsoderuls Kits /ur Muiaiionsanalvse gegebenenl'alls mil weiieren Naehweiskom- 
ponenten verwendel werden. Diese weiieren Naehweiskomponenien sind beispielsweise lin/vmc, insbesondere Poiyme- 

4S rasen wic eiwa DNA-Polymerasen oder Reverse Transkripiasen. als Primer verwendhare Oligonukleoiide, die Liegebe- 
nenlalls an ihreni .S'-linde cxier/und an ihrer Seitenkette cine Markierung iragen konnen. IX'oxvnukleosidiriphosphale. 
die gegebenenlallseinc Markierung iragen konnen. Didcoxvnukleosidtriphosphate f Keitenabbruchmolekule ). die aeae- 
bencntalls eine Markierung iragen konnen. sowie weiiere Reagen/ien, /.. B. Puller eic. und tesie IVager. V<>r/Ui;swelse 
emhalien die crlindungsgematfen Reagen/.ienkits die in den nachl'olgenden P'igurcn angegebenen Besrandteile 

50 Weiierhin wird die Krlindung dureh die naeht'olgenden Piguren umi Beispieie erlauiert^: 
Ms /.eigen: 

1 die schemaiische Darsiellung tier Synihese ^'-Amino-modifi/ierier Nukleoside; 
Kig. 2 die schemaiische Darsiellung der [fersiellung von 5'- Amino-modili/.ierten Nukteosidtnphosphaien: 
iMg. 3 die schemaiische Darsiellung der lir/eugung S'-Amino-modili/ierter oder/uml .V-phosphorv lierier DNA-l 'rai:- 
5S mente dureh orisspe/ilische Spaltung der 1 5 -N-Iiindung bei emgebauien .S'-Aminonukleosititriphosphaien: 

4 die schematische Darsiellung einer selekiiven 5'- oder\V-Markierung von Nukleinsaurelragmenlen; 
Htf. 5 die schemaiische Darsiellung der Abspaltung von Nukleinsauren von leslen Tragern: 

6 die schemaiische Darsiellung eines Sequen/ierprou^kolls unier Verwendung eines ."S'-I 'arbsioU-markierten Se- 
quen/ierprimers: 

r>o bijf, 7 ein allernaiives Verlahren /ur p;r/eugung sequen/ierbarer I'ragmenie dureh P:.\onukleaseverdauung; 
H«. S die schemaiische Darsiellung einer elekirophoreset reien iteraliven Sequen/iermethode; 

I^jU. { > die schemaiische Darsiellung einer bidireklionalen Sequen/icnneihode an einem ein/igen Nukleinsauresirant!; 
Kig. 10 die Vlarkiemng der Nukleinsauretragmente nach der Sequen/ierreakiion dureh lerminale IVanslerase; 
I^K. 1 1 eine ersie Ausfuhrungst'orm /um Nachweis von Punkl mutal ionen; 
M«. 1 2 eine /weile Ausl'uhrungslorm /um Nachweis von Punktmutationen und 
Htf. I.i die lir/eugung einer DNA Biblioihck. 

Vertahren /ur flersiellung von erlindungsgemal.Vn Verbindungen der 1 ormel (h. worin Yeine AniinDuruppe darsiellt. 
sind in la und b gc/eigi. la /eig! ein Schema /ur Hersiellung von 5-Amino-2'.5 , -dideo\v piinnnukleosiden. 
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ffier/u werden die Aminogrtippen iter Nukleohasc dutv!i Reakiion mil Schui /gruppen bUvkieri. /. B. durch SiMierun^ 
mil IVimciln Isilv Ichiorid und atischlielSendc I !i n tiihrun^ einer B/- oder fbu-Schui/gruppc. Dann wird lie 5 -()f I-< iruppe 
akiivieri. /.. B. durch Wniscl/ung mil losy Ichiorid. so da IS sic mil cincm Alkalimelalla/id. /.. B. T.iN ; . reagiercn katin. 
Nach Abspallung dcr Schui/gruppen. /.. B. durch NTT;/Mc()f[. kann die Schui/.gruppe redukiiv. /.. B. mil FF7Pi(K in cine 
Aminogruppc ubertuhri wen ion. s 

Fn Fij». lb isi ein enisprechcndcs Sy nilicseschcma /.ur FTcrstellung von ."S'-Arnino-^'.^'-vliilcoxypyriruiilinnukloosiclon 
dargesielli. Thymidin kann bcispiclswcise direki mil cincm A/idsal/. /. B. NaN< umgesei/.i und anschlietiend die A/id- 
gruppc reclukiiv in cine Aminogruppc uberilihri werden. Bei Cytidin wird /unaehsi die Nukleobase durch cine Sehui/.- 
gruppe, /.. B. B/. blockicn und anschlicBcnd kann aul'anatoge Wcise wie bci I'hvmidin cine A/idgruppe cingeliihri wer- 
den. die rcdukiiv /u einer Aminogruppc umgcset/l werden kann. in 

Fn Fijj. 2 ist ein Sv nilicseschcma /ur FFcrsiellung von . , S , -Ainino-2 , .5'-tiideo\yniikleosi<:i-5 , -iripiiospluitcn ge/eigl. mil 
dem aul" cini'achc Wcise cine Triphosphai gruppe an die gcnialS Fij*. I erhalicnen Nuklcosidc angeliigi werden kann. Die 
aut'diesc Wei sc hcrgcsiellicn 5'- Aniinonukleosidiriphosphaie konnen als Monomcrbausicine 1'iir den Hinbau in Nuklein- 
suurcn \erwcndet werden. 

Ausl uhrliehe Angahen /.ur AlisI "iihrung dicser Reakiionen linden sich in Ucispiel 1. \> 

Fijj. /citji v lie iir/eugung von modili/icricn DNA-Fragiuenicn. die cinen ;S'-Amino- l : Bausiein enihalien Lind die an- 
sehlieiSende Spaliung dicser DNA-1 ragmenie an dcr P-N-Bindung. wobei V-phosphory licrte oder/und 5 - \niinoinodili- 
/ierie DNA-l ; ragmemc erhalien werden. 

Fiy. 4 /eigi Bcispictc I'Cir cine selekhve 5'- und .V-Markierung der diireh die Spaliung er/cugten N'ukleinsaurel'rag- 
mcnie. :o 

Fi^. 5 /eigi die Synihesc von ."S'-Aniinonukleoiidbausieinen enihalienen DNA-Molekiilen an cinen lesien draper und 
die anschlielScndc rVciscl/ung 5'-Aniino-inodili/.ierier DNA-I "ragmenie durch Spaliung dcr P-N-Bindung. 

Fi^. 6 /.eigi cine sclicmaiische Darslcllung einer Ausliihrungsform des .V-Aminoscquen/ierverlahrens. (icmal.-l dcr ge- 
/cigien Ausl'uhrungsl'orm wird ein am .S'-Hnde cine Markierungsgruppe iragender Primer vcrwcndcl. dcr durch en/.y ma- 
lisehc Pol vmcrisaiion verlangeri wird. wobei 5'-Aminomodili/.ieric Nukleoiide an siaiistischcn Posiiionen in den Nukle- :.s 
insaurestrang eingcbaui werden. Die modi li/ierien Nukleoiide werden von DNA Polymerases /.. B. von dcr 17 DMA 
Polymerase, als Subsiraie ak/epiicri. Die P-N-Bindungcn sind siaiisiisch uhcr den Nukteinsaurcsirang vcn'eili und kon- 
ncn auf cinlaehe Wcise. /.. B. durch Pyrolyse, saure IJcdi ngungen otler/und Mikrowellonbehandlung i:cspahcn werden, 
wobei ein Cicmisch an MLiklcinsauretragmenien cnisiehl. Jedes dicser l 'ragnienie iraLil an seinem 3'-I*!ndc cine Phosphal-- 
gruppe. wodurch Mobiliiaisanderuniien bci einer C iclelckirophorese verniieden werden. Bei Iiinbau von Verbindungen M) 
dcr I'ornief ( T). bci denen X cine nachweisbare Gruppe. /.. B. cine 1'arbslol't'izruppe bedeuiei, werden nach Spaliung Mu- 
k lei n saure trail men i e erhalien. die an ihrem .V-Nuklcoiid eine Markierung aufweisen. 

Auch fur eine "(*yelc"-Sequen/ierun» konnen ilio modifi/iertcn Nukleoiide eingesei/.i werden. Unier Verwendung 
ihermostabiler Polvmerasen isi es modich. die lDNA-Mairi/.e bcispiclswcise durch PCR /.uniiehsi /.li amplili/.ieren und 
dann die modifi/icrien Nukleoiide bei 37"C mil T7 DNA Polymerase ein/ubauen. Die Spaltung erl'olgi dann direki im 
ReakiionsgelalS ilurch einl'aches lirhii/cn auf bcispiclswcise 95"C. Aliernaiiv kann dcr Itinbau der modili/icrten Nukleo- 
iide sehon wahrend vicr Amplifikaiion selbsi durch eine ihermostabile Polymerase erfolgen. 

Nach dcr Spall ung wird das Reakiionsgcmisch oder ein lei I da von einer Nach weisreaki ion. B. durch CJelelekiro- 
phorcse, unier/.ogcn. Aul dicse W 7 cise werden Problemc hinsiehilieh der Subsiraispe/iliiai bei I-'arbsioH'-markicricn Kct- 
icnabbruchmolekulcn verniieden. Verglichcn mil bishcr verfiigharen chemisch-cn/yniaiischen Mcihodcn. /.. li. durch 40 
Iiinbau von fx-Thionuklcoiiden. crlaubi das crlindungsgcmaBe Vcrl'ahren eine einfachere Spaliung dcr cr/.cugien Nukle- 
insauresirange. ohne datS aggressive Cliemikalicn vcrwcndcl werden miisscn. die die Markierungsgruppc des Primers 
b/.w. die glvkosidische Bindung angreifen konnien. Durch das erlindungsgcmaLie Verfahren konnen die Kosien von be- 
siehendcn Sequen/icrproiokoMen vcrringert werden. da die In phosphate aul' sehr cinlaehe Wcise. /.. B. durch den An- 
vventler selbsi, direki vor der Scquen/ierung hersiellbar sind. Das Verlahren isi sehnell. eintach und lunkiionierl selbst 45 
mil einer sehr geringen CVTcnge an DNA-Ausgangsmaierial. 

7 /eigi eine aliernaiive \Teihode /ur lir/eugung von sequcn/icrbaren Nukleinsaurerragmenien durch .V— O'-Hxo- 
nukleascvcrdau. /. B. durch Schlangengifiphosphodicsierase. 

Fi>j. 8 /eigi ein Beispiel liir eine l{lckirophc>se- oder/und CIcl-tVcie iterative Sequen/ieniiei hode. Dabci werden Tarb- 
siolViuarkieric 5'- Ainino-modiii/icric Dcoxy-nuklcosidlriphosphaic vcrwcndcl. wobei jedes Nukleolid cine unicrsehicd- >n 
liche Markierungsgruppe iragt. Durch ilic DNA l > olymcrase wini ein ein/.iges I 'arbsiotr-markieries Amino-motiili/.iertes 
Nuklec^sid an den Primer angetiigl und an sch lie Be no! spe/.iliseh an der P-N-liindung wieiler abgespalten. Die Art des an- 
gclagenen Nukleotids kann durch die nachgewiesene Markierungsgruppe ideniili/ierl werden. AnschlicBcnd kann das 
idem ili/.icrie Nukleolid in unmodili/.iertcr I'orni durch die Polymerase angetiigl und der /.uvor beschriebene Sequcn/ier- 
schriti wiederholt werden. 1 * in Mehrlacheinbau desselben Nuklcoiiiis kann durch die rntensitat dcr tVIarkicrung. /.. B. ci- ss 
ner 1 ; luores/en/.niarkierung. nachgewiesen werden. 

Fig. 9 /.eigi ein bidirektionales Sequen/.icrprolokoil inncrhalb eincs cin/.igen Nukteinsauresirangs. Flier/u werden wie 
/.uvor beschricben 5'- Amino-niarkierie Nukleosiilc m Nukleinsaurcsirange eingcbaui. Die 'lermination dcr Idongaiion 
crlolgl durch /.ugabe von Keiienabbruchmolekuten. /.. B. ddN'lVs. Durch Restrikiionsspallungcn konnen dann dctinicrte 
.V-l{nden der Nukleinsaurcsirange cr/cugl werden. Durch Xugahc eincs mil einer /weilcn Markierungsgruppe versehe- M) 
nen Kciienahbruchuu>lckuls. /. B: eincs ddN'IPs. und Terminalcr Transferase werden Nukleinsaurcsirange erhalien. die 
an ihrem 5'- b/.w. .Vdimic jewcils /.wei. vor/ugsweisc unierschiedliche Markicrungsgruppen iragen. Nach Spaliung der 
l^-N-Bindungen werden /.wei Sai/e'von unicrschicdlieh markicricn DNA-I Vagmenien erhalien. die in einer cin/.igen Se- 
qucn/rcakiion nchcncinandcr nachweisbar sintl. 

Fiy. K) /eigi cine V-ierminalc liinl'uhrung von Markicrungsgruppen. IFierzu werden /unaehsi durch Polynicrisaiion 
unier Vcrwendung von Aminoiriphosphaien Nukleinsaurcsirange hcrgesiclli. die anschlicBend an der P-N- Bindung ge- 
spaltcn werden. Die resutiierenden Nuklcinsaurctragmcnic mil .V-Phosphalgruppen w'erden dephosphory lien und durch 
/usal/ eincs cine Markierungsgruppe iragendcn Ketienabbruchmolckuls. /. B. cines 5'- Aniino-ddNTPs. und Tcrniinaler 
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I ranMerase markicrt. Auldicse Wcisc kunn cine Sequen/.ierungreakiion in Ahuesenheii jeidicher An von Markieruivs- 
gruppen durchgeliihri werden. Der 1-inbau iter Markierungsgruppcn in .lie /.u sequen/.ieremlen DMA 1 ra-menie erlob'i 
crsl nach AbschluB der Sequen/ierungsreaktion. So werden Prubleme hinsichilieh der Subsiraispe/ihiai von Polymera- 
se n venmeden und eine Vcrringerung der Kosicn erreichi. da die Verwcndun- niarkicrier Pnmcrmolckuie iiberfKissi» 
wird. w - 

I*'iK. 1 I /cigl oine ersle Austuhrungslomi /urn Naehweis von Punkimuiationen. Dabei win! cin Nukleinsaurepriiner 
verwendel. dessen .V-hndo sich unniinelbar "stroniaul wans" der poieniiellen Mulaiionssielle behndei. Durch /ugabe ei- 
nes ntti einer Markierungsgruppe versehenen 5'-Anuno-modili/ierlcn N'ukleosuilriphosphals in Geucnwart einer Polv- 
merase erlolgi eine Nonunion des Primers uni niindeslens ein Nukleoiid.sotern aut deiu Malri/ensiVana das /u dent je- 
wel Is verwendeien ntodili/ierien Nukleosidi riphosphai koniplemenf are Nuklcolid vorlieal. Der Hinhau des Amino-mo- 
dih/ienen markierlen Nukleotids in den DNA-Sirang oder das Ausbleiben dieses liinhaus lalSi sich aut' einiache Weise 
durch bekannie VIeihoden nachweisen. FTier/u kann das nichieingebauie Nukleolid /. B. durch /cninfu^aiion oder bei 
Btndung an cine 1 csiphase Au\xh Waschen enilerni und dann der Naehweis der VTarkieruni! in an den Primer oehunde- 
ncr I-orm oder/ und nach Abspallung crloliien. *" ~ 

^ Kitf. i: /.eigi cine weiiere Ausl iihrungslorm /urn Naehweis von Punkimuiaiionen. [ Ticr/.u wird ein I ra^eryehundener 
Pnmer verwendel. der eine inierne Markierungsgruppe iriigi. Dann werden 5'-Aimno-modi li/ieries Nukleosidiriphos- 
phai und Polymerase /ugegeben. Hei Vorliegen einer heMimmien Nukleobase aul'dem VTatri/ensiran- ertoliM c j nc |.-| 4>n . 
Ration des Primers, anson.sien wird. kein 5'- A minonuk leosidl riphosphai an den Primer angel'ugl. Der Rcaklionsansui / 
wird ansehlielSend mil einer .V— 5'-H\onuklease behandeli. Nach Anliigen des ^-Anuno-modhi/ierien Nukleonds m 
den Primer hndei auigrund der P-N-Bmdung kern en/A maiischer Ahbau durch die I-Aonuklease sialt und die im Primer 
eingebauie Markierungsgruppe bleibi am lesien Tragcr immobilisierl. Wenn hingegen kein 5'-Amino-modili/ieries Nu- 
kleosidiriphospha] an den Primer angeliigl wird. wird dieser durch die l:\onuklease abtzebaui und die Markierun- vo Ml 
lesien lYagcr abgespalien. Das Verbleiben der Markierung am Tracer oder dcren I reisel /una kann ohne weiteres durch 
bekannie Meihoden nach gc \vi esc n werden. 

Kitf. 13 /.eigi die lir/.eugung einer DNA-Biblioihek durch mulliplen ^'-Aminodeo.wnukleosidinphosphai-P'inbau in 
DNA I Yagnienie. Durch Spaliung der P-N-Bindungen w ird eine Viel/ahl unierschiedlieher DMA I Vaaniente erzeuau die 
eniweder an einen Tragcr gebunden werden konnen oder heispielsweise durch Massenspekiromeirie analvsiert werden 
konnen. 

lieispiele 

I. Synlhese von modih/icrlen Nukleosiden 

Die Synlhese modili/icrier Nukleoside wurdc in Anlehnung an Mag et al ( 25) durchget 'iihrt. .i'-Aniinoo'-iieoxyihymi- 
dino'-iriphosphai und 5 , -Ariiino-2\5 , -ilideo.\yeyiutino , -iriphosphai. wurden gemati Yamamoioei al (26) miiielsSubsii- 
miion der .V- Hydroxy Igruppo durch eine A/idgruppe getolgi von kalalytiseher Redukiion /urn enisprechenden Amin 
synihelisierl. Die enisprechenden Guanosin- und Adenosin-Deri vate wurden durch Ibsvlierum: der S'-TTydroxylaruppe 
und Subsiiiuiion der Tosy Igruppe mil Liihiuma/id hergestelli. urn N 1 -( ,5 -( 'yclisierungsreakiionen /u vernioiden'. Die Pu- 
rin-A/ulverbindungen wurden ebentails durch kalalyiisehe rFydrierung redu/ieri. Nach Schul/sirupponabspaliuna wur- 
den die Nukleoside gemaB der von f.eisinger ei al (,27) hesehriebenen Mothode mil Trinairiunurinieiaphosphal iriphos- 
phoryliert. 

1 . 1 N 4 - lien /.o y I - 2 ' - deo x y e y i i d i n 

1 Aquivaleni 2'-Deoxyeyiidin wurde in wasserlreiem Pyndin gelosi. Hier/u wunien 5 Aquivalenle IVimeihy Ichiorsi- 
lan bei Raumiemperalur gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde M) min geriihrl. aul'trC abgekuhil und iroplenweise mil 
1.2 Aquivalenien »en/.oylehlorid versel/.i. Das Gcmisch wurde crsl M) min und dann weitere /woi Slunden bei Raum- 
iemperalur geruhrt. Die Reakiion wurde durch Zugabe von 10 ml kaliem Wasser bei ()"(' gesioppi. Nach 2() min wurde 
das I.osungsniiiiel unter Vakuum enilerni. 

Der verbleibentie Riicksland in heiBem Wasser gelosi und dreimal mil 1-lhvlaeeiai uewasehen. Die wassrii:e Phase 
wurde aul'4"C abgekiihli und die resuhierenden Krisialle dureh I iliraiion und'Waschen mil kaliem Wasser ^ewonnen. 
Das Pnxlukl wurde bei 5()"C uber P : (U unier Vakuum aul' konsianles ( Jewiehi geirocknei. 

N f '-hen/oyl-2 , -deoxyadenosin und N : -[sobuiuryl-2 , -ileo\yguanosin wurden nach dergleichem Vorschrifi hergesielli. 

1 .2 .V-A/idoo'-deoxyihy midin 

^7.26g (.lOmmoh Thymidin. <)A5 g f.V)mmoh IViphern Iphosphin, 5.85 g (90nimol) Nairiuma/id und 1 1 .94 o 
(Mj mmol) reirabrommeihan wurden in 12() ml tnvkenem Dimcihyllonnamid gelosi und \ ur 24 h bei Raumiemperalur 
geriihrl. Das Gcmisch wurde mil 150 ml Nalriumhydrogencarbonal-r.osung gewaschen und die wassriuc Phase wurde 
mil viermal 200 ml ( 'hlorol'orm exirahieri. Die organische Phase wurde mirNalriumsullai geiroeknei und das Losunas- 
niinel unter Vakuum enilerni. Das erhallene Rohprcxlukl wurde durch Silicagelchromaiographie mil einem Gradienfen 
von 0 bis lD'-v Meihanol in Dich lor median gereinigi. Die Ausbeuie war el wa 76^?.. (0.09 gY 
Analyse: 

DC: R,: 0.40 (Chloroform: Meihanol = 9:1: Silieav:el f)0. I-'^j Merck) 

fR: V I>( N;) = 209.^,7 cm ' is. KBr) 

NMR: O-'rrippnd. 270 MIT/.. M)() K. DMSO-d f ,: 

HJOls. I FT. NdT); 7.47 <s, 1 II. if): 6. 1 S (I. IF L f I 1 k 5.39 id. 1 FT. O r IT): 
4.22 on, UF. FT i: 3. 85 (m. IFF. FT 4 '); 3,55 (d. 2TT. FI S| . ri s: c 2.29 ( m, ITT TF :: r 
2.0S(rn. ITT. ir :i ): 1 ,79 (d. 3TT. C S -CTT ; ). 
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lilcmeniaranah mj: 
hercchnet: 

( 44. 1 ;4V; : 1 T: 4.9< >' ; : N r : 2<>.2 1 'v ; 
iiefunden: 

(': 44.77'*: FT: 4.86' v : N: 25.93'v. s 
5\\/.ido-N a -ben/oy l-2\5'Mlideo\yeyiidin wurde naoh dor gleichen Vbrschrih hergestelh. 

1.3 5\A/.ido-2\5'-dideo\\eyiidin 

iu 

5VA/ido-N a -hen/ov IO\5'-didco\ycyiidin wurde in einer gcsau kfen Losung von Ammoniak in Methanol ^elosi und 
hoi Raunitemperjtur liir 12 h ^eriihri. Dunn wurde das T .osun^smiiiel ini Vakuum ahiic/i^t'n und dor Riicksiand ehro- 
mah ^jraphisch tinier Ver wend liny von Diehlomicihaii mil einem ( iradicnien vnnH his I5'> Meihanol als Hluiionsmiiiel 
li erei ni^t. 

i > 

I 4 5'-()-i4-Meih\ I ben a >Ku I Ion >-N f '-hen/.ov l-2'-de^\> adenosin und 5'-< >-( 4-Meih> I hcn/ol su I I'on )-N : -isobuiy r\ I-2'-de- 

* i\ v ^ikiii' "4n 

Pencils 1 Aquivaleni NT- Uen/o> l-2'-deo\v adenosin liihI N'-f sohui \ r\ l-2'-deo\y ijuaiiosin wurden in iroekenem Pyri- 
din lioIom. Du/u wurden bei Raumiemperalur 3 Aquiv alcnie 4Afeihylben/olsullon\ lehlond ge^eben. Das Reaktions^e- :<> 
miseh wurde lur 45 min ^criihri. dann aut'His ^ekiihll und mil 5 nil Wassor abyesohreekl. N'aeh 15 min wurde die F.osun^ 
ein^edampU und dor ol iue Riiekstand in Hthylaeeial aulgenommen. Die Losung wurde /weinial mil 5'-> NafTCO;. Was- 
sor und gesalligier Sal/losiing gewaschen. Liber Nal riumsullat ^cirocknoi und im Vakuum cingedaniplt. Dor Riicksiand 
wurde ehromaiographisch unier Vorwendung eines (iradicnien von 0 his 10** Methanol in Diehlomtethan als likuions- 
miuel iiereiniui. - s 

1 .5 5 VA/.ido-2\5'-dideo.\y adenosin urul 5 , -A/hio-2\5 , -dhleo\yiiuanosin 

Jewel Is 1 Aquivaleni dor in Beispicl 1.4 herizesielllen Verbindungen wurde in irookenem N.N-Dimeihy llormaniid auf- _ 
genommen und mil t'Linf Aqui valenien Liihiuma/.id versct/.i. Die f.osung wurde fur 5 h bei 50"C gerLihrl. Dann wurde das «) 
liinlfache Volumen an Diohlornieihan /.uiiesel/i und dreimal mil Wassor gewasehen. Die organischc Phase wurde mil 
Nairiumsuliai gctrocknci. ablihrieri und das T .osun^sniiiiel ahge/oiien. Die Schui/.gruppcnabspaluins: und Remitting dcr 
Rohprodukie erfokie wie bei dor T Iersicllung von 5'-A/ido 2'.5'-dideoxycy tidin hesohriehen. 

1 .o. 5'-Amino 5 , -deo\y(hy midin 

150 ml absoluier Methanol vvurden duroh liinfmaliges Hinlrieren und Aufiauen unter Vakuum enigasi. Darin wurde n 
1 .5 ii (5,62 iiiniol) 5'- A/ido-5'-deo\ythyniidin ^closl und eine iierinLie Menge an Plaiindio\id-T Tydrai-Kaiatysator /.ULie- 
soi/.t. WassorsiotlLias vvurde in die Losiing eingeleiiel und das Cie misch wurde 2 h bei Rau m tempo rat ur geruhn. Naoli Fil- 
tration duroh (ellite wurde das LosunLisniitlel entterni. I-ine weitere A ul'roin idling war niohl erlorderlioh. Die Ausboute 40 
war nahe/.u quantilativ. 
Analyse: 

DC: R t -: 0.05 (Diohlornieihan : Methanol = 9 : I; Silioagel 60 l ; :s 4 * Merck) 
[R: V JK ( N ; ) = niohl vorhandon (KBr) 

NMR: 6-'lT |ppm|, 270 MTT/, 300 K. DMSO-d,-,: 45 
7.03 (s, ITT. TT): 6.15 0. ITT. TI 1 ); 5.15 <d. ITT. O 1 TT»: 4,21 (m. I IT. IF): 

3,65 (m. ITT. TT 4 ): 2.73 (d. 2TT. TP" 1 . TT 3 " : »: 1.95 2.15 (m. 2TT. IT : ' ! . U :: K 1.79 (d, 3TT. ( 0 -CTT;>. 
VTassenspektr(Miieirie: l'*S[( + ) 

bereohnei: ^° 
242.2 Da: 
^el undon: 
242.1 Da. 

5'-Amiru i >-2 , .5 , -dideoxyoyiidin, 5'-Amino-2 , ,5'-dideo\y adenv>sin und 5 , -Amino-2\5"-didevv\ yguanosin wurden naoh 
dor iileiohen Vorsohril'l hergesiolh. 

1 .7 5 , -Aminii-5 , -doo\yihy mivlin-5'-iriplu>sphai 

2 mg ( 1 Aquivaleni) 5'-Amino-5 , -deo\yihy mivlin und 13.4 mu (5 Aquivalente) l nnatriumtri meiaphosphai wurden in r,n 
IOO ul sierilem Wassor (pH 8.50) aufeelost. 30 h bei Raumieuiperalur gorLihrt und dann bei S0"C auibewahrt. Fur die 
Soquon/.ieruniisoxt^orimonie wunle ein Aliquol direkt ohne woiiere Reinigung aus dem Reaklionsgemisoh oninommen. 

5 , -Amino-2'.5 , -dideo.\voyiidin-5 , -iriphosphai. 5 , -Amino-2'.5' divleo\yadenosin-5'-iriphosphai und 5'-/\mino-2 , .5'-di- 
doo\VL!uanoasin-5'-tri(ihosphai wurden naoh dor gleiehen Synt hose vorsohril'l hergesielli. 
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Analyse 

Masse n s pc k t ro i ne I ri e : I ■ S F ( ) : 
5'-Amino-2'.5'-didco\\, adenosin-5'-!riphosphai: 
5 herechnci: 
490. 1 99 Da; 
iiel'undcn: 
488.X Da<M-TF>; 
510.9 Dai M-2TT+;Va); 
io 552.7 Dai M-2Ff+2Na). 

5'- A iiiino-2'.5'-didco\ \ c\ iidin-5'-mphosphai: 
herechnci : 
400.17.? Da; 
^el'iinden: 
464,8 Da i \ T-fl); 
4X0. S Da <M-2n+Na). 

5'-\mino-2'.5'-didci'\v jj uanoMno'-inphi »sphui : 
lu berechnei: 
506.198 Da; 
gelunden; 
504,8 Da < lVT-TTi: 

526.8 Da<M-2FI+Na); 
:s 548.7 Dal M-3U+2Nu). 

5'- A mi no-5'-dco\v ih\ n iu tin-5'-mphosphat : 
berechnei: 
481.184 Da; 
M> gefunden: 

479.9 Da (M-FT): 
480,0 Da ((VI): 

501.8 Da ( M-2IT+Na); 
523.8 Da<M-3TF+2Na). 

vS 

2. Soqiien/ioruntisrcaklion 

Die Durchliihrunii dor Sequen/.ierunysreaklion ist am Beispiel der T-Spur dargcsielll. Die Sequen/.ierungsreakiion fur 
die A-. Lind Ci-Spurcn kann auf analogic Weise erfolgen wcrden. 
40 Pro Ansai/ wurden 0,3 jliI Primer, /. !$. Universal- oder Reversoprinior < I 'luoresceinisoihiocvunul-murkien; 2uM). 
0.3 ul DEVTSO, 1,2 ul ss-Mi3 MP 18 ( + ) DNA und 0.6 u! Annealing puffer ( 1 M Tris-HCI pU 7.6; 1(H) mM Mg( '1 : } /usant- 
mengegeben. Die T-osung wurde 3 min bei 70"C inkubien Lind ii heroine /eilduuer win 20 min aul' Raum tempera! ur ab- 
gekuhli. 

/u dieser Ldsung wurden 0,60 ul einer dN'lP-Mischung ijcweils 250 uM dA TP. iiC'W und dG'lT* sowie 50 uM d'lTP). 
45 0,44 ul 5"-Amino-d ITP (aus der Reaktionsniischung von Beispicl 1.7) und 0.25 ,ul 47 Polymerase (8 U/ul) /.ugegeben 
und 10 ruin bei 37"( ' inkubierl. Pur die A-. C- und (l-S pure n wurden enlspreehend 5'- Amino-dATP, 5VAmino-d(TPoder 
5'-Amino~d(j'n > vorwendel. 

AnschlieBend wcrden 4 ul Sloplosung (95'? deionisienes l'ormamid. 20 mM 1-DTA, 0.05'v Xvlencvanol; 0.05'"? 
lironiphcnolblaiu /.ugegeben. 

50 /ur FFcrsiellung eines scquen/iorharcn Cieniischcs an Nukleinsaurefragmenien wurden die P-Nf- Bindungen gespahen. 
TFier/.u sichen folgende alternalive Melhoden /.ur Verfiigung: 

1. Spaliung durch Temperaiurerhohung: 

40 miniiiiges Hrwarmcn aul' 95"( 1 ( aueh 20minuiiges Pruanncn isi moglich). 
55 2. Spaliung unier saurcn Bedingungen: 

Zugeben von 2 bis 5 ul I N FK'I. lunfminuiiges Fnkubieren bei Rauinlcnipcruiur, Neui ralisieren mil 2 bis 5 ul 1 N 
NaOII. i'itnl miniiiiges Dcnaiurieren bei 95"C. 
3. Spaliung durch Mikrowelien: 

Behandcln der Probe mil Mikrowellensirahlung fur 30 min bei 900 W. 

Alternaiiv hier/.u konnen aueh cn/.y tnai isehe Spaltungsmeihoden durch H\o- b/w. I {ndonukloason. insbesondere 
durch 3'— o'-lixonukleascn wie eiwa 3'— 5 , -Schlangengifiphosphodiosiorasc verwendel wcrden. fFier/.u wcrden 10 mil 
( 3,2 ul) 3'^5'Schlangengiflphosphodicsierase /ugegeben. fur !0 min 40"C inkubien Lind t'iir 5 ruin bei 95 n (' denaturieri. 

AnschliclScnd wurde das rragmcnigemisch analysiert. /.. B. durch Poly ucry lamidgelelckirophoresc. Flicr/ii wurden 
65 5 tildes Rcakiionsansai/.es aul das del geladcn. Allcrnaiiv kann der Reakiionsansai/. bei 20 f '( ' aulbewuhn und dann vor 
dem Aulhringen aul' das del (ur 5 min hei 95"( ' denaluricri wcrden. 
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fi cine Nukleobasc hedeuiei. 

W und / jewcils OR . SR'. \i R ; j : odcr R' hedeuien. 

wobci R : jewcils unabhangig bci jedem Vorkonimen Wassersiol I . \ler cincn or^anischen Rcsi darsielli 
X OR". SR- odcr B(R : ); hedeuiei. ' ' 

wobci R- jewcils unabhangig Wassersiot'f. cin Kaiion odcr cincn organischen Rcsi bcdcuici. 
Y NR' odcr S bodcuiet. wobci R' WasscrstoU odcr cincn organischen Rcsi darsielli und 

R WassersiolV. cin Kaiion. cincn organischen Rcsi odcr cine gegcbenenl'alls modili/.icnc Phosphal- odcr Diphos- 
phai gruppe bcdcuici. 

/tm i Hinbau in Nuklcinsaurcn und /ur anschlielScndcn orisspe/ilischen Spaliung dcr Nuklcinsaurcn. 

2. Verwcndung nach Anspruch 1. dadurch gckenn/cichnci. da IS dcr liinbau en/v malisch erl'olgi. 

.V Verwcndung nach Anspruch 1 dadurch gckenn/cichnci. dalS das l-ln/ym ausgewahli wird a us dcr Gruppe hesie- 

iicnd aus DNA-abhangigcn DN'A Polymerases DNA-ahhangigen RN'A Polymerases RNA-abhan^iuen DNA Po- 

I> mcrascn. RN T A-ahhang igen RNA Polymerasen und Terminalen Transferases 

4. Vorucndunt; nach eincm dcr Anspriichc 1 bis 3. dadurch gckenn/cichnci. da IS die ort sspc/i lixchc Spalium- er- 
l'olgi durch: ^ ~ 

(U Teniperalurerhohung. 
ni) funsiellcn saurer IJcdingunges 
i iii t Mikr<>ueilcnhchandlung. 
( i v ) 1 .aserhehandlung odcr/und 
tv) en/vmaiischcm Vcrdau. 

5. Verwcndung nach eincm dcr Anspriichc 1 his 4. dadurch gekenn/eichncl. daiS dcr liinbau dcr Verh'indunnen in 
Kombinaiion mil ciner Nukfcinsaureamplilikaiionsreakiion erl'olgi. 

6. Verwcndung nach Anspruch 5. dadurch gekenn/eichncl. dalS die N'uklcinsaurcaniplilikalion cine P(R umtalSt. 

7. Verwcndung nach eincm dcr Anspriichc 1 bis 6. dadurch gekenn/eichncl. daft dcr Hinbau dcr Verbindunaen in 
iragcrgebundene Nuklcinsaurcn erl'olgi. " 

8. Verwcndung nach eincm dcr Anspriichc 1 bis 7. dadurch gekenn/eichncu da IS in die durch Spalumu enislehen- 
den Nukleinsauret'ragmenic cine odcr mehrere Markierungsgruppen eingebaui werden. 

9. Verwcndung nach Anspruch 8. dadurch gckenn/cichnci . dalS Markierungsgruppen am 5'- odcr/und V-linde dcr 
Nukleinsaurel'ragmenle angeiiigt werden. 

10. Verwcndung nach eincm dcr Anspriichc 1 bis 8, dadurch gekenn/eiehnei. dalS die durch Spaliung enisiehenden " 
Nukleinsaurel'ragmenle aut eincm Trager imrnobilisieri werden. 

1 1 . Verwcndung nach Anspruch 10. dadurch gekenn/eichncl. dalS dcr Trager cine Obcrllache aus Meiall. C.ilas, Ke- 
rarnik. odcr/und KunslslotV aut'weisi. 

12. Verwcndung nach Anspruch 10 odcr 11. dadurch gckenn/eiehnci. dalS dcr Trager aus Mikropanikcl und Bio- 
chips ausgewahli wird. 

13. Verwcndung nach eincm dcr vorhcrgehenden Anspriichc. dadurch gekenn/eichncl. dalS durch die Spaliuni! cine 
Nukleissaurebihlioihek er/eugi wird. 

14. Verwcndung nach cinem dcr vorhcrgehenden Anspriichc. dadurch gckenn/cichnci. dalS die durch Spaliuni: eni- 
siehenden Nukleinsaurel'ragmenle ciner Nae hweisreak lion unier/ogen werden. 

15. Verwcndung nach Anspruch 14, dadurch gekenn/eichncl, dalS die Nachwcisreaktion cine inassenspekirometri- 
sche Analyse umfafSi. 

16. Verwcndung nach Anspruch 14 odcr 15. dadurch gckenn/cichnci . dalS die Nachwcisreaktion cine Klektropho- 
rcse uml'alSi. 

17. Verlahren nach eincm tier Anspriichc 14 bis 16. dadurch gckenn/cichnci. dalS die Nachwcisreaktion cine Se- 
quen/beslimniung uml'alSi. 

18. Verwcndung nach Anspruch 17. dadurch gckenn/cichnci, dalS die Sequen/besiimmung cine Zvklussequcn/ie- 
rung in Kombinaiion mil ciner Nukleinsaureamplilikaiion umtalSt . 

19. Verwcndung nach Anspruch 17 odcr 18. dadurch gckenn/cichnci. dalS die Sequcn/beslimmung bidireklional 
auf eincm Nukleinsauresirang erl'olgi. 

20. Verwcndung nach eincm dcr vorhcrgehenden Anspriichc. dadurch gekenn/eichncl. daB die durch Spaliung eni- 
siehenden Nukleinsaurel'ragmenle lurden Nachwcis von Mulalionen eingcsci/t werden, 

21. Pharma/euiisehe /usammcnsel/ung. die als wirksame Komponenie cine Verbindung dcr allgemcincn Tonne! 
(f) wie in Anspruch I definicri enihalt. 

22. Pharma/cuiischc Zusammensci/ung. die als wirksame Komponenie cine Nukleinsaure enthali. in die cine Ver- 
bindung dcr allgemcincn I ; oniic! (f) wie in Anspruch 1 deliniert eingebaul isi. 

2}. Verwcndung dcr /usammcnsel/ung nach Anspruch 21 odcr 22 /ur f [erstel kmv: eines Minds I'iir die Cienihera- 
pic. 

24. Verwcndung dcr /usammcnsel/ung nach Anspruch 21 odcr 22 /.ur Flcrsiellung eines aniiviralen VTiiiels. 

25. Verlahren /ur [Tersiellung von Nukleinsaurclragnicnicn umlassentl die Schriuc:' 

(a) liereiisiellen ciner Nuklcinsiiure. die als monomercn fiaustein mindesicns cine Verbindung dcr allgemci- 
ncn lorn id ( f ) en thai I. und 
<b> orisspc/ilisehes Spalien tier Nukleinsaurc. 

26. Verlahren nach \r.spnich 25. iladurch gckenn/cichnci. dalS die durch Spaliung enisiehenden Nukleinsauret rag- 
mcnic am 5'-Hndc die (iruppc FfV-('TT : - aufweiscn. w'obci Y wie in Anspruch 1 definicri isl. 

27. Verlahren nach Anspruch 25 odcr 26. dadurch gckenn/eichnel. da IS die Nukicinsaurctragmente am .V-I-nde cine 
Phosphal gruppc aul wciscn. 

28. Verlahren nach eincm dcr Anspriichc 25 bis 27. weitcrhin umlasscnd den Schriii: 
(o linicr/iehcn dcr Nukleinsaurcrraizmenie ciner Nachwcisreaktion. 
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2 1 ). Nukleinsaurc. dadurch ^ekonn/cichnei. dal/- ^ic am 5'-lindc » Mo- < iruppe \\\-( 'H : - aufucisi. u<>hei Y u ie iti An- 
spruch t delinieri isi . 

M). Verl'ahrcn nach Ansprueh 2 { ), dadurch ijekonn/.cichnci. da IS sic am .V-l-ndc cine Phosphaiuruppe aufucisi. 
.1 1 . Verbinduni: der alliierueinon 1 "ormel ( h: 




\\y inn: 

H cine Vukleobasc bcdeuiei. 

W und / jcwcils OK'. SR . \'< R ) : oder R : bedcuicn. 

vvohei R : jcwcils unahhanjii*; bci jedem Vorkoimiien Wasserslol t \ 'tier einen or^anischcn Resi darsielli. 
X Ok : . SR : odcr B<R : ); bedeuieL 

wubei R" jcwcils unubhaniiig WasscrsiolV. cin Kalion oder einen ortianischon Rcsl bcdeuiei. 

Y N r R* odor S bcdeuiei. vvobci R 1 Wasscrsioi T odcr einen or^anisehen Resi darsielll und 

R WassersioH'. ein Kalion oiler cine ^e^ebenent alls modili/ieric Phosphai- otter Diphosphaimippe bcdcuici. 

.i2. Reaiien/ienkil /.um Naehvveis von Nuklcinsauren, dadurch iiekennxeichnci, dalS er niindcsiens cine Verbindunii 

der all^cmeinen Forme I (h wie in Ansprueh 1 delinten /.usanimcn mil weiieren N'aChweiskoniponenien cnthali. 



[Tic r/.Li l.i So i i c( n » /e ie h n u n ec n 



4(J 
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